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摘要 : 为 明确 针 叶 小 爪 螨 Oligonychus ununguis (Jacobi) 山东 板栗 种 群 和 浙江 杉木 种 群 的 遗传 分 化 程度 ， 本 研究 对 其 
基因 序列 (线粒体 CO 工 和 核糖 体 ITS2 ) 进行 了 比较 ， 并 通过 杂交 试验 测定 了 两 者 间 的 杂交 亲 和 人 性 。 采 用 了 PCR 产物 直 
接 测序 法 获得 410 bp 的 CO T Fr Es 469 bp( 板 栗 种 群 ) 和 513 bp( 杉 木 种 群 ) 的 完整 ITS2 序列 ，CO 工 及 ITS2 序列 在 
两 种 群 间 的 差异 分 别 为 10.5% ~10. 896 和 15. 2% ~15.7% 。 杂 交 试 验 表明 两 种 群 间 存在 完全 的 生殖 隔离 。 根 据 两 
者 间 的 序列 差异 和 杂交 结果 ， 初 步 认 为 山东 板 宁 和 浙江 杉木 上 的 小 爪 蠕 可 能 是 两 个 不 同 的 种 。 
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Oligonychus ununguis ( Acari; Tetranychidae ) populations from host 


plants Castanea mollissima and Cunninghamia lanceolata 
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Abstract: To determine the differentiation degree within the spruce spider mites, Oligonychus ununguis 
(Jacobi) , two populations of the mite on chestnut Castanea mollissima from Shandong Province and on fir 
Cunninghamia lanceolata from Zhejiang Province were used for analyzing the sequence variation of the 
second internal transcribed spacer 2 (ITS2) of nuclear ribosomal DNA and part of the mitochondrial 
cytochrome oxidase I gene ( CO [ ). The reproductive compatibility between the two populations was 
examined through cross-breeding experiments. The results indicated that ITS2 gene from chestnut and fir 
individuals is 469 bp and 513 bp in length, respectively. Nucleotide divergence of ITS2 gene was 15.2% — 
15. 796 between the two populations. The mites collected from chestnut differed from those collected from fir 
by 10. 5% —10. 896 of the nucleotide divergence in CO [ sequences. Cross-breeding experiments between 
the two populations displayed their completely reproductive incompatibility. Therefore, the tested mite 
populations are probably two different species according to the divergences of DNA sequences and 
reproductive isolation between them. 
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EFIRI Oligonychus ununguis (Jacobi) RER 为 现 名 。 该 螨 广泛 分 布 在 亚洲 、 欧 洲 、 澳 洲 、 美 洲 
JR UR OZL OU] "A. T2 CK £L €] "A. Ja UP OUS Rb 的 众多 国家 。 据 已 有 资料 记载 ， 其 寄主 植物 达 65 
( Tetranychidae) ， 小 爪 螨 属 Oligonychus, 1905 年 由 种 以 上 上, 包括 松 科 ( Pinaceae )、 柏 科 
Jacobi 3€ A £& Ej] zz £2 E. BJ bk ZA E 44 N Tetranychus ( Cupressaceae) 、 杉 科 (Taxodiaceae ) S&H WI PN RISE 
ununguis Jacobi, 1955 年 由 Pritchard 和 Baker 修订 斗 科 (Fagaceae ) 等 阔叶树 (Shinkaji，197Sa，1975Sb ; 
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2000, 2002; Richmond, 1996; Przygoda, 2001; 
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2007; Fm, 2008). TX TES E] 36577 ZR 
Castanea mollissima [f] E E SE gg, M E EC Up] E HN 
产量 及 品质 ( 孙 绪 展 等 ，1994) ; 浙江 、 安 徽 、 江 
西 等 地 ， 杉 木 Cunninghamia lanceolata 受害 较 重 
( 张 时 敏 ，1983)。 孙 绪 民 等 自 20 世纪 90 年 代 起 较 
为 系统 地 研究 了 该 螨 的 个体 生态 、 种 群生 态 、 化 学 
ES (PARAMAR, 1990; hRS, 1904, 
1995, 2000, 2002; Ph RMF BUS, 2002; FW 
HEATA BRL, 2002), AMARRES AR 
种 群 在 寄主 植物 种 类 上 存在 着 较 大 差异 ， 不 能 互相 
在 对 方 的 寄主 上 正常 生存 ， 而 且 两 种 群 有 显著 的 不 
杀 和 性 ( 孙 绪 民 等 , 2000)。 

准确 的 物种 鉴定 是 有 效 防治 有 害 生物 的 基础 。 
叶 螨 分 类 学 传统 上 应 用 的 是 形态 特征 ， 但 形态 鉴定 
相对 来 说 比较 难 ， 因 为 叶 旺 体型 微小 ， 可 用 于 鉴定 
的 特征 有 限 ， 且 主要 特征 经 常 表现 出 很 大 的 表 型 可 
塑性 ， 以 至 于 单 徘 外 部 形态 鉴定 的 物种 有 时 不 准 
确 。 此 外 ， 为 了 准确 鉴定 ， 许 多 种 类 都 需要 两 性 个 
体 ， 且 需要 有 经 验 的 专家 观察 显 微 形 态 。 例 如 ， 在 
HÆ, ABRA 10 个 种 ， 能 通过 雌 成 螨 形 态 鉴定 
的 只 有 2 个 种 ， 其 他 8 个 种 需 通过 显 微 观察 雄 螨 外 
生殖 从 的 阳 葵 形状 才能 鉴定 (Vera et al., 2007) 。 随 
着 分 子 技术 的 发 展 ， 目 前 DNA 数据 已 被 比较 普遍 
地 应 用 于 任何 分 类 水 平 上 的 遗传 变异 的 检测 以 及 生 
物 间 关系 的 确定 。 星 类 进化 研究 中 比较 常用 的 分 子 
标记 是 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 [ (CO T ) 和 核 
PHE DNA 第 二 内 转录 间隔 区 (ITS2 ) 。 分 子 标记 有 
助 于 区 别 形 态 上 非常 近似 的 种 ， 如 Anderson 和 
Trueman(2000 ) 通过 表 型 和 生殖 变异 以 及 CO 工序 
列 多 态 性 的 研究 ， 证 明 雅 氏 瓦 螨 Varroa jacobsoni 
Oudemans 至 少 是 2 个 不 同 种 的 复合 体 ， 作 者 建议 
建立 一 个 新 种 V. destructor; TE FR BE H rp, RA 
f CO 工 基 因 片 段 的 分 析 帮 助 确 定 了 Steganacarus 
magnus 和 S. anomalus 的 分 类 地 人 位， 证明 二 者 是 同 
物 异 名 (Salomone et al., 1996) , 。 有 关 植 绥 螨 科 
( Phytoseiidae ) 、 叶 螨 科 ( Tetranychidae ) , TES Æ} 
( Listrophoridae) 和 根 螨 亚 科 ( Rhizoglyphinae ) 等 
类 群 的 研究 表明 ，ITS2 序列 具有 物种 水 平 的 差异 ， 


可 以 用 来 区 分 近 缘 种 、 复 合 种 (Gotoh et al., 1998; 
Navajas et al., 1998, 1999, 2001; Vargas et al., 
2005; Noge et al., 2005; Ben-David et al., 2007) , 
A Y ADERE [TREE I8] EJ Pe 2116 Te 
BE, KWR KERI Y RURKI TAA AN 
种 群 的 CO 工 和 ITS2 序列 ， 并 进行 了 两 个 种 群 间 的 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

针 叶 小 爪 旺 杉 木 种 群 (缩写 CL) 和 板 宋 种 群 
(缩写 CM) 分 别 采 自 浙江 省 宣 阳 市 (E119°97", 
N30?05') 和 山东 省 泰安 市 (E117°09’，N36°20')。 
用 于 DNA 分 析 的 ， 置 于 无 水 乙醇 中 , 在 -20Y 保 
f£; 用 于 杂交 试验 的 分 别 用 盆栽 杉木 二 和 叶片 水 盘 
法 饲养 ( 孙 绪 民 等 ，1995 ) 。 

1.2 DNA 提取 

从 单 头 肉 成 螨 中 提取 总 DNA, 方法 参照 游 中 
华 等 (2007) ， 稍 加 改变 ， 即 : 将 单 头 内 成 螨 浸 人 
蒸 馅 水 中 除去 酒精 ， 移 和 人 TE 缓冲 液 (10 mmol/L 
Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8.0) 中 浸泡 1 h, 
然后 将 虫 体 转移 至 200 uL 提取 液 (10 mmol/L Tris- 
HCl, 1 mmol/L EDTA, 1% SDS, pH 8.0) 中 充分 
研磨 ; 加 入 2.5 uL 和 蛋白 酶 K(20 mg/mL) FIE N 
的 匀 浆 液 中 ， 混 匀 后 于 57%C 水 浴 中 消化 3 h; 加 等 
体积 葵 酚 /氯仿 (1:1) 于 反应 混合 液 中 ， 混 勺 ， 离 
心 10 min (4C , 10 000 z/min) 。 吸 取 上 清 用 等 体 
积 氯仿 按 上 法 再 抽 提 一 次 。 吸 取 上 清 ， 用 1/10 体 
积 3 mol/L NaAc (pH 5. 2) $4 2 倍 体积 100% 冰冻 乙 
EYLE 1 ~ 3 bh 后， 离心 30 min(4*C, 12 000 z/ 
min), EW, WTH 50 pL 无 菌 双 苛 水 溶解 ， 
该 DNA 溶液 保存 在 -20C ， 用 于 PCR 扩 增 。 

1.3 PCR 扩 增 

1.3.1 所 用 引物 : ITS2: 1. 5'-GTCTTTTCCGAGG 

TCACATC-3'; 2.5'-GGGTAACCTCACCTGATCTG-3' 
[根据 其 他 叶 旺 ITS2 两 端的 保守 序列 (5.8S 和 
28S) 设 计 |; COI: 1. 5'-TGATTTTTTGGTCACCCA 
GAAG-3';  2.5'-TACAGCTCCTATAGATAAAAC-3' 
( Navajas et al., 1998) , 

所 有 引物 均 由 上 海 桑 尼 生物 科技 有 限 公司 合 成 。 
1.3.2 PCR 反应 体系 及 条 件 : COI: 采用 25 pL 
标准 反应 体系 ， 其 中 含有 2 uL DNA 溶液 ，2. 5 uL 
10x PCR 聚合 酶 缓冲 液 ，0.5 uL (10 mmol/L) 
dNTP 混合 液 ， 引物 (10 pumol/L) 4&0. 5 uL, Taq XE 
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合 酶 (2. 5 UZRL， 北 京 全 式 金 生 物 技术 有 限 公司 ) 
0.5 pL， 超 纯 水 18.5 ML。 反应 条 件 为 : 9470 预 变 
性 5 min; 94% 变性 30 s, 457C 退火 40 s, 72% 延 
{H 1 min, 重复 35 个 循环 后 72% 保温 10 min, 

ITS2. 采用 25 uL 标准 反应 体系 ， 其 中 含有 
4 uL DNA 溶液 ,2.5 uL 10 x PCR 聚合 酶 缓冲 液 ， 
0.5 uL ( 10 mmol/L) dNTP 混合 液 ， 引 物 
(10 pmol/L) 各 0.5 uL, Tag RAM (2.5 U/L, 
北京 全 式 金 生物 搁 术 有 限 公 司 ) 0.2 uL, 427K 
16.8 AL。 反 应 条 件 为 : 94% 预 变性 4 min; 94% 变 
性 30 s，48% 退火 30 s，72% 延伸 1 min, 35 个 循 
环 后 72% 保 温 10 min, 

扩 增 产物 用 含有 涡 化 乙 狂 的 1% D RM SED: FR. 
KRMI 
1.4 测序 和 序列 分 析 

PCR 产物 的 纯化 与 测序 由 上 海 桑 尼 生物 科技 
有 限 公 司 完 成 。 为 提高 序列 的 精确 度 采用 正 反 链 双 
回 测 序 。 

序列 使 用 BioEdit (Version 7.0) 软件 中 的 
ClustalW 进行 比 对 ， 辅 以 人 工 校正 ， 并 用 该 软件 中 
的 Alignment 计算 序列 相似 性 。 用 MEGA4.0 进行 
序列 碱 基 组 成 分 析 ， 基 于 Kimura-2-Parameter 模型 
计算 遗传 距离 ， 采 用 非 加 权 配 对 算数 平均 法 
(UPCMA) 、 邻 接 法 (NJ) 及 最 小 进化 法 (ME ) 构建 
系统 树 ， 系 统 树 各 分 文 的 置信 度 (bootstrap ) 均 进 行 
1 000 次 的 重复 检验 。 
1.5 杂交 试验 

在 第 2 厂 螨 阶段 ， 从 室内 饲养 的 种 群 中 收集 上 肉 
螨 ， 然 后 将 其 单 头 转移 到 约 4 cm 的 叶 盘 ( 板 票 ) 或 
约 4 cm 长 的 水 插 校 条 ( 杉木) 上， 与 同一 种 群 或 不 
同 种 群 的 1 头 雄 成 蜂 放 在 一 起 。 答 肉 成 蠕 产 卵 5 d 
AREER, RI WE. ERRANA 
REME, HARRA, AEAN 
ANSA. WAWER, DA IEE R A E 
比 。 以 种 群 内 杂交 作为 对 照 。 每 处 理 和 对 照 测试 对 
数 见 表 3。 

为 板 取 和 杉木 上 的 针 叶 小 爪 蠕 相互 交换 寄主 
后 ,， 均 不 能 正常 完成 个 体 发 育 ， 男 外 ， 杉 木 种 群 内 
里 与 板 采 种 群雄 里 在 板 取 叶片 上 洒 交 ， 上 内 里 不 产 卵 
(可 能 与 肉 蜂 不 取 食 板 肥 叶片 、 产 卵 前 期 未 补充 营 
养 有 关 )( 孙 绪 民 等 , 2000)， 因此， 本 实验 所 有 的 
杂交 是 在 上 肉 蠕 的 原 寄主 上 进行 的 ， 即 板 票 种 群 肉 旺 
与 板 织 、 杉 木 种 群雄 里 的 杂交 在 板 采 叶片 上 进行 ， 
杉木 种 群 肉 旺 与 杉木 、 板 职 种 群雄 旺 的 杂交 在 杉木 


枝条 上 进行 ， 以 保证 肉 螨 能 够 正常 取 食 。 
1.6 数据 统计 分 析 

采用 SPSS 软件 (Version 17.0) 进行 数据 统计 
分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ITS2 的 分 子 数 据 

测定 了 板栗 和 杉木 上 针 叶 小 爪 螨 各 2 个 个 体 的 
核糖 体 ITS2 及 两 端 序列 ， 长 度 分 别 为 483 bp 和 527 
bp( GenBank 登录 号 为 GU166391 - GU166394) , X 
掉 两 端的 保守 序列 (5. 8S 和 28S) ， 得 到 完整 的 ITS2 
序列 ,长度 分 别 为 469 bp 和 513 bp。 碱 基 组 成 上 ， 
板 到 种 群 的 G + C 平均 含量 与 杉木 种 群 非常 接近 ， 
Ara Jy 37. 496 和 37. 696 ， 与 其 他 叶 螨 ITS2 序列 的 G 
+C &mE( PE "S Tetranychus urticae; 31.2% ; 
Mononychellus progresivus: 3996) ( Navajas et al., 
1998) 无 明显 差异 。 对 两 种 群 的 序列 比 对 发 现 31 个 
变异 位 点 和 7 处 、50 个 碱 基 的 插 和 人 /缺失 (图 1) ， 二 
者 间 的 核 苷 酸 差异 为 15.2% ~ 15. 796 。 杉 木 种 群 内 
个 体 间 差异 (1.0% ) 比 板栗 种 群 (0.3% ) 大 ( 表 1)。 

将 本 研究 所 得 序列 联合 GenBank 公布 的 小 下 
螨 属 其 他 种 的 相应 序列 ， 包 括 Oligonychus coffeae 
( AY750706 ); O. mangiferus ( DQ656486 ) ; O. 
afrasiaticus ( DQ656437) ; O. litchii (EUOO7692) ) 和 
O. perseae ( DQ656458) ， 基 于 Kimura-2-Parameter 
模型 构建 NJ，ME 和 UPGMA 系统 树 ， 这 3 种 系统 
树 具有 相似 的 拓扑 结构 ， 在 本 文中 只 显示 UPGMA 
树 ( 图 2)。 从 图 中 可 以 看 出 ,杉木 与 板 到 种 群 以 较 
高 的 Bootstrap 值 (90% ) 首先 聚 在 一 起 ， 然 后 与 小 
爪 螨 属 其 他 种 相聚 。 

31 针 叶 小 爪 螨 板 村 和 杉木 种 群 的 种 群 内 及 种 群 间 
ITS2 序列 相似 性 (下 三 角 ) 及 遗传 距离 (上 三 角 ) 
Table 1 The identity (lower triangle) and genetic 
distance (upper triangle) of ITS2 sequences within and 
between the chestnut population and the fir 


population of Oligonychus ununguis 


CLI CL2 CMI CM2 
CLI 0. 006 0. 070 0. 070 
CI2 0. 990 0. 063 0. 063 
CMI 0. 843 0. 848 0. 002 
CM2 0. 843 0. 848 0. 997 


CM 为 板栗 种 群 的 缩写 ，CL 为 杉木 种 群 的 缩写 ， 缩 写 后面 的 数字 
表示 不 同 的 个 体 ; 362, 3, 图 1 ~3 同 。CM is the abbreviation for 
chestnut population, CL is the abbreviation for fir population, and the 
numerals following the abbreviation represent different individuals. The 


same for Table 2, 3 and Figs. 1 -3. 
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100 110 120 130 140 150 160 170 180 
i 


TTTATTCCTTTTCTTGGTGATTGCCGTARARUGCCTGATCCTAGTAAGGAGTTGCATCTCARTGAACGATGCTTTTGTGAAGTTGTACH 
TTTTATTITCCTTTTCTTGOTGATTGCCGTARARUGCCCTGCATCCTAGTAAGGAGTTGCATCTCAATGAAGCATCCOCTTTTCOCIGCARGTTGTACA 


TITARITCCTITICTIGGTGATTGCCGTAAAA GCCTGATCCTAGTAAGGAGTTGCATCTCAATGAAGATGCTITIGTGAAGTIGTACH 
TTTATTCCTTTTCTTGGTGATTGCCGTAAAA GCCTGATCCTAGTARGGAGTTGCATCTCAATGARGATGCTTTTGTGAAGTTGTAC a 





190 200 210 220 230 240 250 260 270 
co 
n | YCAATACGCAGCAACAGTTGATCTGOTTGTITRACCATATCACTGOCAGGGGAITCCTGAGATGTACCCGT 

M CAATAGAGCAACAGTTGATCTGTTGTTAA CATATCACTGGCAGGGGATCCTGAGATGTACCCGT 


NTAGAGCAACRGTTGATCTGTTIGTTAIASCATARTCACTEOOCRGOGGGATCCTGAGATGTACCCGT 
PO AATAGAGCCARCAGTTCOCATCTGTTGTTRANCATATCACTGGCAGGGGATCCTGAGATGTACCCGT 





280 290 300 310 320 330 340 350 360 
so 


| 
'AATCTGCCGACGTTTAAGTCGACCAGCGGATTAATUTGACCATATAAGAAAAGGGTCTCTCGCCTUGCGTGGATCTCGTTTGCACTCHA 
CRATCTGCCOCRCGTTTAAGTCGACC AGCGGRTTAAT TGACCATATARGARARGGGTCTCTCGCCT MG CGOTGGATCTCGTTTGCRCTCI In 
CARTCTGCCGRCGTTTARGTCGACCRGCGGATTRATQIGACORTATAAGAAAA COGTCTCTECGCCTUGCGTGGATCTCGTTTGCACTCE ; 


GACCATATAAGAARAGGGTCTCTCGCCTHGCGTGGATCTCGTTTGCACTC f 


'RATCTGCOCCLGACGTTTAAGTCGACCAGCCOGATTAATU A 


370 380 390 400 410 420 430 440 450 
GGTGATATGTAATCTATTGAPGTAAATARTCACTIAAGTATCUTGCGTTAATCATTGARTGCGARACHERERGTURCT WT T EEEE 
GGTGATATGTAATCTATTC AGTARATARTCACTTARGTATC ETGCGTTAATCATTGAATGCCAAAC ATA MAGT inct er T BEES 
于 TTT 
T TAAATARTCACTTAAGTATCETGCGITTARTCATTGRATGCGARRC nnGT nc Tr Te 
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AGAAGAAAAGTTACARA | 


图 1 针 叶 小 爪 螨 板栗 与 杉木 种 群 的 ITS2 序列 比 对 


Fig. 1 Alignment of ITS2 sequences of the chestnut population and the fir population of Oligonychus ununguis 


Fig. 2 Molecular phylogenetic tree of species in the genus Oligonychus using UPGMA method based on ITS2 sequences 


CL1 

CL2 

CM1 

CM2 

Oligonychus mangiferus 
Oligonychus coffeae 
Oligonychus perseae 
Oligonychus afrasiaticus 


Oligonychus litchii 
— y y y y O 
0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 


图 2 小 扑 螨 属 部 分 种 类 基于 ITS2 序列 构建 的 UPCMA 系统 树 
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2.2 CO 工 的 分 子 数 据 

测 得 板栗 种 群 4 个 个 体 、 杉 木 种 群 3 个 个 体 的 
线粒体 COI 基 因 中 央 部 分 的 一 个 片段 ,， 长 度 均 为 
410 bp( GenBank 登录 号 为 GU166395 - GU166401 ) 。 
通过 与 GenBank 中 Ixodes acutitarsus 的 mtDNA-COI 基 
因 全 序列 (GenBank 登录 号 : AB105166 ) 进行 比较 ， 
得 知 序列 的 第 一 个 碱 基 是 前 一 个 氨基 酸 密 码 子 的 第 
2 位 点 ， 为 分 析 方 便 ， 将 第 1 和 2 个 碱 基 去 除 ， 以 
408 bp 长 度 的 序列 进行 分 析 。 碱 基 组 成 上 ，A, T, 
CHG 的 平均 舍 量 分 别 为 :30.5% ，45.3%， 
10.2% 和 14. 1% 。A +T 含 量 较 高 ， 为 7$.8% ， 其 中 
密码 子 第 1 位 点 A+T 含 量 为 $3.7% ， 第 2 位 点 A+ 
T 含 量 为 64.7% ， 第 3 位 点 的 A+T 含量 最 高 ， 达 到 
94.9% 。 第 3 位 点 G 的 售 量 最 低 , 平均 为 2.2%, T 
的 含量 为 最 高 ， 达 到 61. 8% 。 这 表明 密码 子 的 碱 基 
使 用 频率 存在 明显 的 偏 问 性 ， 与 其 他 叶 旺 和 昆虫 的 
线粒体 DNA 碱 基 组 成 一 致 (Simon et al., 1994; 
Navajas et al., 1996a) 。 

板栗 种 群 的 4 条 序列 完全 一 致 ， 无 种 群 内 变异 。 
杉木 种 群 的 个 体 间 差异 为 0 ~0.3% 。 将 两 种 群 序列 
与 Navajas 等 (1996b) 测 得 的 采 自 法 国 意大利 柏 


CLI "gir ü 
CT3 «Mm m 
CM ! 
CS 


CL3 iit e 
CM M 
CS 
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CM 
CS 


CL1 T AATATTAGAATATATIGRSCT nunt 
CLA Tree Twitter GD crure 6 m m T TTT! 
CM a VITATTAGAATATATTGAPCTAT 9 


CS TIVO Ta GR 


CLI Niy 
CL3 AT i 
CM 
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130 1. | 
ETGTUTGAGCICATCATATATTTACHGTAG 

JTHTGAGCTCATCATATATTTACI TAG VTAGA 
ITTGAGCTCATCATATATTTACUGTAGGORATAGA 


Cupressus sempervirens 上 的 针 叶 小 爪 螨 (在 此 命名 为 


“意大利 相 种 群 ”， 缩 写 CS) 的 COIFA GenBank 登 
录 号 为 X80865 ) 进行 MAMMA 


果 见 图 3。392 个 位 点 中 没有 插入 /缺失 ， 共 有 51 个 
变异 位 点 ， 板 票 与 杉木 种 群 间 的 差 只 (10.5% - ~ 


10. 8% ) 大 于 两 种 群 分 别 与 意大利 柏 种 群 的 差异 (CM 
Ej CS; 7.496, CL 5j CS; 8.7% ~9.0% )。 


X2 ， 针 叶 小 爪 螨 板栗 、 杉 木 和 意大利 柏 种 群 的 种 群 内 及 种 
群 间 CO I 序列 相似 性 (下 三 角 ) 及 遗传 距离 (上 三 角 ) 
Table2 The identity (lower triangle) and genetic distance 
(upper triangle) of CO I sequences within and between 
the chestnut population, the fir population and the Italian 


cypress population of Oligonychus ununguis 


CLI CL3 CM CS 
CLI 0. 003 0. 116 0. 095 
CL3 0. 9977 0. 113 0. 092 
CM 0. 892 0. 895 0. 078 
CS 0. 910 0. 913 0. 926 


CS 为 意大利 柏 种 群 的 缩写 ; CL2 与 CL1 完全 一 致 ， 未 列 出 ; 4 条 
CM 序列 完全 一 致 ， 只 列 出 1 条。 图 3, 4 [uH]; CS is the abbreviation 
for Italian cypress population. CL2 sequence is identical with CL1 and 


not listed. Four CM sequences are identical, and only one is listed. The 


same for Figs. 3 and 4. 


anor TTTG 





.140...1...190.. 


图 3 针 叶 小 爪 螨 板栗 、 杉 木 和 意大利 柏 种 群 的 CO 工序 列 比 对 


Fig. 3 Alignment of CO | sequences of the chestnut population, the fir population and 


the Italian cypress population of Oligonychus ununguis 
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将 本 研究 所 得 CO I 序列 与 意大利 柏 种 群 的 CO 

I 序列 及 GenBank 公布 的 小 爪 螨 属 其 他 种 (0. 

platani ( X80866 ) 、0O. perseae ( DQ656485 )、0. 
afrasiaticus ( DQ656482) . O. gossypii ( X80862 ) ) 的 
CO 工序 列 ， 基 于 Kimura-2-Parameter 模型 构建 NJ， 
ME 和 UPGMA 系统 树 ，3 种 系统 树 的 拓扑 结构 相 
似 ， 在 本 文中 只 显示 UPGMA 树 ( 图 4)。 从 图 中 可 
以 看 出 ,根据 CO I 片段 构建 的 系统 发 育 树 与 ITS2 
不 同 ， 板 又 种 群 (CM) 与 杉木 种 群 (CL) 的 亲缘 关系 
较 远 ， 而 与 意大利 相 种 群 (CS ) 亲缘 关系 较 近 。 板 
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ARRIUEE A 76 3 AAAA P RRE, BEA O. 
platani 相聚 ， 然 后 才 与 杉木 种 群 相 聚 。 
2.3 杂交 试验 

针 叶 小 爪 螨 以 两 性 生殖 为 主 ， 也 可 营 产 雄 抓 雌 
生殖 ， 即 未 受精 的 上 肉 螨 只 产 雄性 后 代 ， 而 受精 的 内 
里 可 产 两 性 后 代 。 板 票 与 杉木 种 群 间 杂交 的 所 有 上 峻 
螨 都 能 够 产 卯 ， 卵 的 平均 孵化 率 高 于 96% ,但 后 
代 全 部 为 雄性 ， 说 明 两 种 群 间 存 在 完全 的 生殖 隅 
离 ， 结 果 提 示 板 票 和 杉木 上 的 小 爪 里 可 能 是 两 个 不 


同 的 种 。 


CS 
CM 
Oligonychus platani 
CLI 

100 — CL3 
Oligonychus perseae 
Oligonychus gossypii 


Oligonychus afrasiaticus 


{Á y y y ë 


0.08 0.06 0.04 


0.02 0.00 


图 4 小 爪 螨 属 部 分 种 类 基于 CO I 序列 构建 的 UPGMA 系统 树 
Fig. 4 Molecular phylogenetic tree of species in the genus Oligonychus using UPCMA method based on CO | sequences 


RI 针 叶 小 爪 螨 板 栗 与 杉木 种 群 的 种 群 内 及 种 群 间 杂 交 试 验 结果 


Table 3 Results of cross-breeding experiments within and between the chestnut 


population and the fir population of Oligonychus ununguis 


ZUZx 3 * NIA. 
ZR 9 xó , 测试 对 数 E 
Ce xd 所 用 寄主 平均 产 卵 晤 
Cross Host d Number of M ber of 
( Female x Male) omm use pairs tested car NUMDET 0t egs 
CL x CL 杉木 Fir 15 20.3x1.1a 
CL x CM 杉木 Fir 10 19.3x0.7a 
CM x CM 板栗 Chestnut 24 20.6 x1.0a 
CM x CL 板栗 Chestnut 13 25.4 x1.9 b 


BU EH o) 2IHESETXSRETOR CT) 


Mean mortality rate 


雌性 后 代 比 例 (% ) 


Mean hatchability Rate of female progeny 


of immature mites 


97.7 €1.3a 25.5 x1.1a 68.4 x1.9 
98.1 x1.9a 28.1 x1.6a 0 
96.2 x2.3a 28.2+4.3 a 67.2+6.2 


98.5 +0.9 a 28.6+6.7 a 0 








表 中 数值 为 平均 值 + 标准 误 ; 采用 Duncan 氏 新 复 极 差 法 检验 ， 同 列 数据 上 标 不 同 字母 表示 在 0.05 的 水 平 上 差异 显著 。Data in the table are 


mean + SE, and the data followed by different letters in the same column are significantly different at the 0. 05 level by Duncan's new multiple range test. 


3 讨论 


基于 CO 工 和 ITS2 FEAJTASE RS NJTURS 8$ As [e] n 
的 系统 发 育 树 有 差异 : 在 基于 ITS2 序列 的 系统 树 
上 ， 板 可 和 杉木 种 群 以 较 高 的 置信 和 度 (90% ) RE 
一 起 ， 而 在 基于 CO I 序列 的 系统 树 上 ， 板 村 种 群 





首先 与 意大利 相 种 群 聚 在 一 起 ， 再 与 0. platani 相 
聚 ， 然 后 才 与 杉木 种 群 相聚 。 出 现 这 种 不 一 致 的 情 
况 ， 可 能 与 建树 时 采用 的 物种 不 同 有 关 。 因 为 现 有 
数据 库 中 ， 小 扑 蠕 属 的 CO 工 和 ITS2 序列 有 限 ， 
如 : 意大利 相 上 的 针 叶 小 爪 螨 只 有 CO I 序列 没有 
ITS2 序列 ， 因 此 无 法 保证 采用 相同 的 物种 建树 。 
孙 绪 民 等 (2000) FREER, PIES 
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木 种 群 与 板 肥 种 群 间 存 在 寄主 隔离 ， 不 能 互相 在 对 
方 的 寄主 上 正常 生存 ， 两 种 群 间 的 杂交 无 肉 性 后 代 
产生 : 板 开 种 群 肉 螨 与 杉木 种 群雄 螨 杂 交 后 代 全 部 
是 雄性 ， 而 反 交 肉 螨 未 产 卵 。 反 交 试 验 是 在 板 采 叶 
片上 进行 的 ， 肉 螨 未 产 卵 是 由 于 生殖 不 亲 和 还 是 由 
于 不 取 食 板 有 叶片 、 产 卵 前 期 未 补充 营养 、 性 成 熟 
不 充分 而 造成 的 ， 无 法 确定 ， 即 两 个 种 群 间 是 否 存 
在 完全 的 生殖 隔离 还 无 法 定论 。 本 人 研究 进一步 完善 
了 杂交 试验 ， 将 杉木 种 群 肉 螨 与 板 到 种 群雄 螨 的 灯 
交 放 在 杉木 枝条 上 进行 ， 以 保证 肉 螨 正常 取 食 。 结 
果肉 蠕 正常 产 卵 ， 但 后 代 全 部 为 雄性 ， 说 明 两 种 群 
间 存 在 完全 的 生殖 隔离 。 分 子 数据 表明 ， 两 种 群 间 
的 ITS2 差异 较 大 ， 长 度 相差 44 bp ， 核 音 酸 差异 为 
15.296 —15. 796 ， 远 远 超 过 种 群 内 差异 (0.3% ~ 
1.096) , ITS2 的 长 度 及 碱 基 组 成 在 种 内 是 很 保守 
的 (Hillis and Dixon, 1991), ， 如 : X% B 12 个 国家 
18 FARKA — DEPT 9S ITS 无 差异 ; 采 目 巴 
A. a EE AMR 贝 宁 4 个 国家 的 
Mononychellus progresivus 差异 0 ~ 0.2596; jp fen 
螨 的 法 国 与 日 本 种 群 间 差异 2. 0% ， 两 个 国家 内 不 
同 地 区 间 的 个 体 无 差异 (Navajas et al., 1998), m 
WER REDI H ITS2 差异 远 远 超过 上 述 叶 
螨 的 种 内 差异 ， 也 超过 叶 螨 近 缘 种 的 种 间 ITS2 25 
异 : 1. 290 (T. pacificus Ej T. mcedanieli) , 1. 796 (T. 
urticae 与 T. pueraricola ) ( Gotoh et al., 1998), 
1.3% (T. urticae Ej T. kanzawai) ( Navajas et al., 
1998). 1.196 ~1.5% (T. urticae 与 T. turkestani) 
( Ben-David et al., 2007) , 7.496 (T. urticae 5 T. 
evansi ) ( Knapp et al., 2003) 。 男 外 ， 板 加 和 杉木 种 
群 间 的 CO I 差异 (10.5% ~10.8% ) 也 远 远 超过 种 
群 内 差异 (0 ~ 0.3% ) ， 而 且 也 超过 了 其 他 叶 螨 的 
种 内 差异 | Mononychellus progresivus: 0 ~ 2.1% 
( Navajas et al., 1994); PEM iH: 6. 2% 、 山 楂 叶 
WE Anphitetranychus wviennensis: 3.6% ~ 3.996 
(Navajas et al, 1998)]. 、 近 缘 种 的 种 间 差 异 
( Tetranychus urticae 与 T. turkestani 差异 596) 
( Navajas et al., 1994), Syr Am j Je "T 8 B] BgJ25 
(M. progresivus Ej T. urticae |H] BJ 25 5$ Jg 11%) 
( Navajas et al., 1994) 。 由 此 可 见 ， 针 叶 小 爪 螨 的 
板 开 种 群 与 杉木 种 群 间 的 遗传 分 疏 很 大 。 两 种 群 之 
间 除 了 存在 生殖 隔离 、 核 车 酸 组 成 差异 较 大 外 ， 在 
JESE (HERS EA MEN E JE i E yE m Ai 
表皮 纹 、 肉 雄 成 螨 足 部 各 环节 上 的 刚毛 数 及 刚毛 的 
PXK., Æ DREIER, T mS eR MIT IS ui oT ) 


也 存在 一 些 较 为 明显 的 差异 (为 文 发 表 )。 综 合 这 
几 个 方面 认为 二 者 可 能 是 两 个 不 同 的 种 ， 但 二 者 之 
间 是 否 存在 中 间 类 型 ， 还 需要 进一步 研究 。 

HIR. ER BARAH E OE HE ZI JC BN 
CO 工序 列 间 的 遗传 距离 ( 表 2) 及 小 爪 蠕 属 基 于 
CO 工序 列 建立 的 系统 发 育 树 ( 图 4) 可 以 看 出 ， 板 
又 种 群 与 意大利 柏 种 群 间 的 遗传 距离 小 于 杉木 种 群 
与 意大利 柏 种 群 间 的 遗传 距离 ， 但 二 者 间 的 CO I 
核 苷 酸 差 异 也 较 大 (7.4% ) ， 超 过 其 他 叶 螨 的 种 内 
CO 工 核 苷 酸 差 异 ( 二 斑 叶 螨 (6.2% )、 山 楂 叶 螨 
(3.606 ~ 3.9%) 1998 ) 、 
M. progresivus (0 ~2. 1% ) ( Navajas et al., 1994) 。 发 
AWE, BADE P i- XO P E ZG TE— 
起 ， 但 置信 和 度 较 低 (45% ) 。 因 此 ， 针 叶 小 爪 螨 的 
中 国 板 有 又 种 群 、 杉 木 种 群 与 法 国 意 大 利 相 种 群 之 间 
也 出 现 了 非常 明显 的 遗传 分 化 。 


( Navajas et al., 
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